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小型ピロプラズマ病貧血機構解析のための牛ヘプシジン測定手法の開発
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Development of bovine hepcidin assays for analyses on the mechanisms of anemia in theileriosis.
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背　　景
　小型ピロプラズマ病は貧血を主徴とする牛の血液原虫
病である。その損耗は原虫増殖の程度よりも貧血発症の
程度に依存するといわれており，本病における貧血発生
機構の解明が，診断法の高度化，原虫の感染・増殖抑止
技術の開発とともに防除に向けての重要課題となる。本
病発病時には血色素濃度が低下し，血清鉄濃度の上昇と
組織におけるヘモジデリン沈着の亢進がみられる。
　生体の鉄代謝は閉鎖系で管理されており，出血がなけ
ればわずかな量が小腸粘膜細胞を介して吸収・排泄され
るだけである。本病における赤血球崩壊は網内系細胞の
貪食によって起こり，血管内溶血を起こさないため血色
素尿症は発現しない。このため発病時に血色素由来鉄の
体外流出はほとんど増加せず，総体的な鉄欠乏には陥ら
ないと推察される。また，少なくともエリスロポエチン
が関与する段階の造血応答は阻害されず，急性期を耐過
した牛は時間を要するが貧血回復に向かう。我々はこれ
までに，発病牛へのデキストラン鉄製剤の連日投与が貧
血の軽減と改善に有効であることを見出した。鉄欠乏に
陥っていない牛の貧血緩和に鉄の投与が有効であったこ
とから，本病においては造血に必要な量の鉄を効率的に
調達できない状況にあるのではないか，との着想を得た。
　近年，ヘプシジンがヒトの貧血研究において注目され
ている。ヘプシジンは当初抗菌ペプチドとして発見され
たが，炎症や微生物感染，腫瘍等の際に主に肝細胞で産
生され，小腸における鉄吸収や各組織の鉄貯蔵細胞であ
るマクロファージ系細胞からの鉄放出を抑制する作用を
有し，多様な疾病において貧血を誘発する因子であるこ
とが明らかにされつつある。マクロファージの鉄排出分
子フェロポーチンに作用して崩壊させることがその原因
機構であることが明らかにされている。
　原虫感染にともなう血液酸化が本病における貧血発生
機構の一つであることが明らかにされている。我々は以
下の仮説を立てた。1）貧血発生により血色素由来鉄を処
理する必要が生じ，ヘプシジン応答が誘導される。また，
ヘプシジンの抗微生物活性の側面から，増殖した原虫の
刺激によってヘプシジン応答が直接的に誘導される可能
性も考えられる。2）ヘプシジンの作用により血色素由来
鉄の大部分が貯蔵される方向に強く制御される。3）その
結果，造血機能は損なわれていないが貧血の亢進や長期
化といった重篤化が起こる。
　これまでに牛ヘプシジン活性の測定法は確立されてお
らず，本病を含めた牛の貧血性疾病におけるヘプシジン
の関与については不明である。本稿では，我々が進めて
いる牛ヘプシジン測定手法の開発研究について概要を紹
介する。
研究の概要
牛ヘプシジン活性測定のための細胞アッセイ法の確立
１）牛フェロポーチン・GFP融合蛋白発現細胞を用いる
蛍光アッセイ法
　鉄貯蔵細胞の膜に発現しているフェロポーチンにヘプ
シジンが作用すると，フェロポーチンが細胞質内に収納
されリソソーム内で分解されることが明らかにされてい
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る。そこで，牛フェロポーチン・GFP融合蛋白を発現す
る 293T細胞およびCos7 細胞を作出して株化した（図 1）。
融合蛋白の蛍光の多くが細胞膜の位置に検出された。フォ
トブリーチング後蛍光復活（FRAP）法による解析の結果，
融合蛋白は細胞膜に発現していることが確認された。発
現細胞に合成ヒトあるいはマウスヘプシジンを感作する
ことにより，細胞膜に発現していた融合蛋白が細胞質内
に取り込まれることが確認された（図 2）。上皮成長因子
ペプチドの感作では融合蛋白の内在化はみられなかった。
今後，融合蛋白がヘプシジン感作により濃度依存的に内
在化・崩壊するか，合成あるいは組換え牛ヘプシジンを
用いて検証し，牛ヘプシジン活性測定法として確立して
いきたい。
２）牛フェロポーチン発現細胞を用いる放射鉄アッセイ法
　牛フェロポーチンを単独で発現する 293T 細胞を作出
した。トランスフェリン・59Fe 結合体を取り込ませた細
胞に合成ヒトあるいはマウスヘプシジンを感作すること
により，細胞外に排出される放射鉄が減少することを確
認した。今後，排出される放射鉄がヘプシジン感作によ
り濃度依存的に減少するか，合成あるいは組換え牛ヘプ
シジンを用いて検証する予定である。
組換え牛ヘプシジン産生細胞株の作出
　ヘプシジンはプロホルモンとして産生された後に切断
され，S-S 結合を 4か所もつ 25 アミノ酸残基のペプチド
が生理活性を示す。活性型牛ヘプシジンのカスタム合成
は経費がかかるため，組換え活性型牛ヘプシジンを発現
する細胞株の作出を進めているところである。
牛ヘプシジンに対する単クローン抗体の作出
　牛ヘプシジンの推定配列から抗原性が高いと考えられ
る部位を検討し，15 アミノ酸残基のペプチドを合成した。
キーホールリンペットヘモシアニン結合ペプチドで 3回
免疫したマウス脾細胞とミエローマ細胞を融合して，単
クローン抗体の作出を進めている。現在までに IgM産生
細胞が 2株得られたが，ともに反応性が弱いものであっ
た。今後，反応性の強い IgG 抗体産生細胞株の作出をめ
ざし，牛ヘプシジン濃度の定量が可能なELISA法の開発
に進展させていきたい。
小型ピロプラズマ病貧血における鉄貯蔵量の推定
　本病貧血における鉄の組織内貯蔵量を推定するために，
原虫感染試験牛計 13 頭のデータを用いて血液中の鉄の増
減を計算した。その結果，原虫感染前と貧血極期の血清
鉄濃度の差は 0.18 ± 0.02mg/d （発病により増加），血色
素濃度の差は 4.75 ± 0.45g/d （発病により減少） であっ
た。血色素に含まれる鉄量を血色素重量の 0.334％として
計算すると，発病により血液中から失われた鉄量は 15.88
± 1.52mg/dで，増加した血清鉄の約 88 倍の量であった。
すなわち，本病貧血における血清鉄の増加分はわずかで
あり，小腸粘膜細胞とともに排泄される鉄量が若干増え
るとしても，血液から大量に消失した鉄の大部分が組織
内のマクロファージ等に貯蔵されることが推察された。
今後に向けて
　ヘプシジンと病態の関連については，ヒトの遺伝性貧
血でよく調べられているが，炎症性疾患や慢性感染症，
腫瘍等，多くの疾病にみられる貧血にヘプシジン応答が
図 1．牛フェロポーチン・GFP 融合蛋白発現 293T 細胞
の共焦点レーザー顕微鏡画像
黄緑色部分が融合蛋白。左；断面画像，右；連続断面合
成画像。
図 2．ヘプシジン感作によるフェロポーチンの内在化
牛フェロポーチン・GFP 融合蛋白発現 293T 細胞に活性
型ヒトヘプシジンを感作することにより，細胞膜に発現
していた融合蛋白 （黄緑色部分） が細胞質内に取り込ま
れた （右）。左はヘプシジン非感作対照。
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関与することが明らかにされつつあり，研究の裾野が広
がっている。原虫病に関してはマラリア患者のヘプシジ
ン解析が始まったばかりである。我々は小型ピロプラズ
マ病研究の一環として，牛ヘプシジンの測定手法を確立
し，PCR法や質量分析法等の手法とも組み合わせて，本
病における貧血応答や鉄代謝動態の解析に役立てていき
たい。本病重症例にみられる貧血は，出血がないのに数
割の赤血球を失う驚愕的な体の異変である。貧血発生機
構の解明が損耗防除技術への発展や，原虫の生存戦略解
明につながっていくことを期待したい。
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